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Souhrn: Chemoterapie nédorov[\ﬁ:h onemocnéni je dnes rovnocenna s chirurgickou 1é¢bou a radioteraf)ii. Jednou z nejzdvaznéjsich

2

komplikaci a pfi¢inou jejiho selhdni je schopnost nddorovych bunék odolavat ic¢inkiim cytotoxickych latek. Clanek podava prehled
soucasnych znalosti o problematice I¢kové rezistence maligné transformovanych bunék se zaméfenim na mnohocetnou lékovou rezis-
tence (MDR). Jsou popsana kritéria dle kterych se M DR déli na %pickou (klasickou) a ax%ickou. Typickd MDR je zpiisobena mem-
branovym P-glykoproteinem (Pgp) o molekulové hmotnosti 170 k Da patficiho do rodiny ABC-transportnich proteinl. Je popsan jeho
vyskyt u Siroke Skaly organismil, jeho struktura a funkce i hypotézy snaZici se osvetlit jeho Sirokou substrdtovou specifitu. Pozornost
je vénovéna i Eﬁrozené expresi Pﬁp v lidskych tkénich. V druhé puli jsou uvedeny studie zabyvajici se vyznamem Pgp pro klinickou
MDR a to jak u hematologickych nddorovych onemocnéni, tak u solidnich tumoru.

Kli¢ova slova: mnohoCetnd I¢kova rezistence, P-glykoprotein, ABC-transportni proteiny, chemosenzitory, mdrl gen, chemoterapie

Summary: Surgery, radiotherapy and chemotherapy are 3 most effective ways to treat malignant diseases today. One of the most
serious complications and also reason of chemotherapy failure is an ability of tumor cells to resist cytotoxic agents. This Igaper reviews
drug resistance issue of malignant cells and is focused on multidrug resistance (MDR). Criteria are given to divide MDR to 2 groups:
typical (classical) MDR and atypical MDR. Classical M DR 1s caused by membrane P-glycoprotein (Pgp). This 170 kDa protein
belongs to a superfamily of ABC-transport proteins. Pgp molecule is described here as for its structure, functions, and natural
expression in human tissues. Hypothesis trying to explain its broad speciﬁci% are given as well as its Ipresence in organisms ranging
frlom bacten'g to man. Studies dealing with significance of Pgp for clinical M DR in hematological malignancies and solid tumors are
also reported.
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1. Obecny ivod k MDR
Ackoliv se chemoterapie nddorovych onemocnéni stala na prelo-
mu 60. a 70. let rovnocennou s chirurgii a radioterapii, ztistdvé
stale klicovym problémem odhad uc¢innosti cytostatické 1éCby
v eradikaci nddoru a soucasné miry jeji toxicity pro pacienta. Defi-
novat v§echny okolnosti ovliviiujici u¢innost cytostatické 1é¢by
a piic¢iny variabilni odpovédi onkologickych pacientli na ni je vel-
mi obtizné. V zdsad€ je vSak mizeme rozdélit do dvou skupin:
1. zavislé od pacienta (vé€k, pohlavi, rendlni a jaterni funkce,
vazebnd kapacita plazmatickych proteind, soubézna 1é¢ba jiny-
mi medikamenty.. .atd),
2. zévislé od nddoru (typ, lokalizace, rozsah, agresivita, metasta-
ticka aktivita, pfedchozi 1é¢ba.. .atd).
Jednou z nejzdvaznéjSich komplikaci protinddorové 1é¢by
a nejdulezitéjsi pri¢inou jejiho selhani je schopnost nadorovych
bunék odoldvat ucinktim cytotoxickych latek. Maligni buné¢né
populace mohou byt viiéi chemoterapii rezistentni jiz pfi prvni
1¢¢bE. V tomto piipad€jde o tzv. ptirozenou (primdrni) rezisten-
ci. Ziskand (sekundarni) rezistence vznika az v pribéhu cytosta-
tické 1é¢by, kdy se ptivodné citlivé buriky stdvaji rezistentnimi
aucinnost cytostatické 1é¢by se snizuje. Pti ztraté citlivosti k uréi-
tému cytostatiku mtize vSak byt zachovana citlivost k jinym 1é¢i-
vim. Pokud pfi ztraté citlivosti k jednomu piipravku vznika sou-
Casné rezistence na jiné, vétSinou strukturdlné piibuzné
cytostatikum, hovofime o zkfizené rezistenci. Byly vSak popsany
pfipady zkiiZené rezistence mezi protinddorovymi lé¢ivy liSicimi
se jak strukturné, tak mechanismem tuc¢inku. Takové pfipady rezi-
stence pak nazyvame mnohocetnd 1ékova rezistence (multidrug
resistance, MDR). M D R vysvétluje piipady necitlivosti nékterych
nadort k alternativnim lé¢ebnym rezimum, obsahujicich nové dru-
hy cytostatik, nepouzitych v ptivodni 1é¢bé.
Mechanismy, kterymi vznika rezistence nadorovych bunék
na protinddorovou 1é¢bu, jsou komplexnéjsi povahy. Vznik rezi-
stence je nejCastéji vazan na
1. zmény farmakokinetiky: sniZend resorpce cytostatika, urychleni
biotransformace, rychlejsi inaktivace nebo urychlené vylucovani.

2. zmény cytokinetiky: nartstani nadoru je doprovazeno piecho-
dem vétsi ¢asti nddorovych bunék do klidového stavu G,
v némz je citlivost k chemoterapii omezena. Rovnéz s ptiby-
vajici nddorovou masou vznikaji spontdnni mutace bunék - zvy-
Suje se heterogenita bunétné populace, kterd zakldda vznik klo-
nu s odlisnou citlivosti k 16¢bé. Lécba tak nici jen citlivou frakci
bunék a dochdzi k selekci a ndslednému pomnoZzeni rezistent-
ni populace.
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3. strukturdlni a funkéni zmény buitiky: jde o vibec nejéastéjsi
zplsob vzniku rezistence zahrnujici snizenou/zvy$enou expre-
si ¢i aktivitu enzymi, poruseni intracelularni distribuce cyto-
statika (napi vazbou na lyzozom), ovlivnéni transportu cyto-
statika bunéénou membranou, zvySenou intenzitu oprav DNA.

I1. Typicka a atypicka mnohocetna 1ékova rezistence (MDR)
Mnohodetn4 lékové rezistence byla poprvé popsdna v roce 1970
na plicni bunééné linii izolované z ¢inského kiecka a na bunécéné
linii mysi leukémie P388. Autofi zde pozorovali zkiiZenou rezi-
stenci aktinomycin D rezistentnich bunék s vinblastinem a dau-
nomycinem. Dalsi pracovni skupiny prokdzaly, Ze tato zkiizend
rezistence se vztahuje i na vinca alkaloidy, antracykliny, etopo-
zid("*) a dokonce i na mitomycin C“**’, tedy pomérné hydrofob-
ni 1é¢iva s mirné zdsaditym charakterem.

Vzhledem ke skutecnosti, Ze M D R je vyraznou komplikaci pro-
tinddorové 1é¢by, probiha na tomto poli v poslednich dvou dese-
tiletich intenzivni vyzkum. Byly popsany mechanismy s jejichz
pomoci je nddorova buiika schopna tspésné odolavat chemotera-
pii, identifikovana cytostatika po jejichZ podani se miize vyvinout
M DR a cytostatika, kterd nejen ze nevyvoldvaji M DR, ale jsou
ucinnd i u nddorovych bunék s M D R fenotypem (Tab. 1).
Mnohocetna 1ékova rezistence se tak rozdélila do dvou skupin.
koproteinem, ktery je produktem mdrl genu. Tento P-glyko-
protein (Pgp) je AT P dependentni membranovd pumpa expor-
tujici toxické latky z buiilky a zptsobujici tak sniZenou
intraceluldrni akumulaci 1é¢iva. Z terapeutického hlediska je
dilezitou vlastnosti typické M D R mozZnost jejiho obejiti pomo-
ci chemosenzitort - 1at,k obnovujicich vnimavost M D R bunék
k protinadorové 1égbeg (7->>*+ G181 79 vEechny jme-
nujme alespoil verapamil, cyklosporin A ajeho neimunosupre-
sivni a méné toxicky derivat PSC-833. Piehled chemosenzito-
rd uvadi Tab.2.

V soucasnosti v§ak bylo popsano, Ze M D R modulédtory kromé pfi-
mé vazby na Pgp, maji spolecny i zdsah do metabolismu lipidd -
v M D R rezistentnich burikich blokuji konverzi ceramidii na gly-
kosylceramidy. Glykosylceramidy jsou prekurzory pro syntézu
glykosfingolipidii a podili se i na regulaci buné¢né proliferace.
Naopak ceramidy mohou aktivovat transkripéni faktory - nukle-
arni faktor kB (NF-kB) a AP-1. Maji tedy kli¢ovou tlohu v sig-
nalizaci apoptézy. Na zékladé¢ téchto pozorovani autofi konstatu-
ji, Ze zvySena schopnost nékterych nadorovych bunék konvergovat
toxické ceramidy na netoxické glykosylceramidy a nasledna pii-



Tab. 1: Vyskyt mnohocetné Iékové rezistence u nékterych cytostatik

MDR casta MDR vzacna
Aktinomycin D bleomycin
doxorubicin cisplatina
daunorubicin cyklofosfamid
vepesid cytosin arabinosid
mitoxantron 5-fluorouracil
taxol ifosfamid
vinkristin metotrexat
topotekan

Tab. 2: Latky obnovujici in vitro vnimavost M DR nadorovych bungk na
cytostatika

Imunosupresivni latky

Cyklosporin A (0,8-2 mM)
11-Methyl-leucine-cyclosporine (1pM)
SDZPSC833(0,1uM)

SDZ 280-446 (0,1 uM)

Blokatory kalciového kanalu
Verapamil (6-10 uM)
Nifedipin (35 pM)
Nikardapin (3-10uM)
Niguldipin (10 uM)

Bepridil (4 uM) FKS506 (3 uM)
PAK-200 (5 uM) Rapamycin (3 pM)

Antagonists kalmodulinu (CaM) Antibiotika
Trifluoperazin (3-5uM) Cefoperazon(1000uM)
Prochlorperazin (4 uM) Ceftriaxon(1000uM)
Fluphenazin (3uM) Erythromycin (650 uM)
rrans-Flupenthixol (3-5 uM) Tetracyklin (4000 uM)

Riizné hydrofobni

a kationické slouceniny
Dipyridamol (5-10 pmM)
BIBW22(1pM)

Steroidy a hormonalni antagonisté Quanidin (10 mM)
Progesteron 2 uM) Chloroquin 10-50 uM)
Tamoxifen (3-10 pM) Terfenadin (3-6 uM)
Toremifen(5-10puM) Reserpin (5 M)
Megestrol acetat (5 pM) Yohimbin (5 uM)
Amiodaron (5 pM)
SolutolHS14(4-14pM)

Pozn.: Koncentrace uvedené v zavorkach obnovuji vnimavost in vitro

Necytotoxické antracykliny

a vinca alkaloidy
Vindolin (20-50 mM)

’y

tomnost zvySeného mnozstvi §lykosylceramidﬁ v buiice jsou roz-
hodujicimi ¢initeli MDR(*>' ™.

Jako atypicka M DR (at-MDR) jsou souhrnné oznacovany vSech-
ny mechanismy mnohocetné 1ékové rezistence na kterych se neti-
Castni Pgp. Atypickd M D R muiZe byt zplisobena zménou subce-
lularni distribuce 1é¢iva, poskozenim cilové struktury léCiva,
rozdilnou kapacitou D N A opravnych procesii ¢i zménami deto-
xifika¢nich metabolickych drah butiky. Od typické se odliSuje pie-
dev§im tim, Ze nezahrnuje rezistenci na vinca alkaloidy. Z klinic-
kého hlediska nebyly k obejiti at-M DR nalezeny zadné spolehlivé
preparaty. Atypickd M D R je asociovdna zejména s nasledujicimi
proteiny: multidrug resistance associated protein (MR P), lung resi-
stance related protein (LRP) asp izoformou enzymu glutathion-
S-transferazy (GST-p).

111. Zmény u M D R bunék

Zmény, které pozorujeme u M D R bunék 1ze rozd¢lit do 3 hlav-

nich skupin:

. fyziologické zmény M D R bunék ovlivitujici strukturu plazma-
tické membrany, cytoplazmatické pH, ve zvySené mife probi-
hd intraceluldrni transport a exocyt6za pfes plazmatickou mem-
branu; rovnéz je pozorovdna zvySenda vakuolizace bunék
a zmény struktury i funkce lyzozomu
2. zmény v expresi a aktivité nékterych bunéénych proteint
3. snizena schopnost M D R bunék akumulovat cytotoxicka 1é¢iva.

VétSina cytotoxickych 1é¢iv jsou slabé zasady jejichZ pH se pohy-

buje v rozmezi 7,4 - 8,2(*"". V neutrdlnim prostiedi jsou

tyto latky hydrofobni, snadno prostupuji plazmatickou membra-
nou. Dojde-li intraceluldrné k okyseleni 1éCiva, stane se pro n¢j
cytoplazmatickd membrana nepropustnd. Po prostupu bunécnou
membranou se cytotoxickd latka kumuluje primarné v kyselych

bunécnych organelach, napt. Golgiho aparat, lyzozomy (11.4.182)

Mechanismus, ktery zptisobi zvySeny zachyt sloucenin v pfislus-

nych organeldch vyusti ve snizenijejich koncentrace v cytoplaz-

—_

mé i vjadfe a tim umozni preziti buriky. Zmény bunééného pH
ovlivflgjl’ miru jak intraceluldrniho transportu, tak vlastni exocy-
tozy("”” Relativni pomér mezi neutrdlni a okyselenou formou
1é¢ivaje tedy uren koncentraci protond. Bylo prokazano, ze pH
v nddorovych butikdch je vyrazné kyselejsi (pohybuje se v roz-
mezi 5,8-6,4) v porovnani s nenadorovymi butikami'”’-"**). Rov-
néz bylo pozorovano, ze M D R buiiky maji zésaditéjéipH oproti
nidorovym burikdim vnimavym na cytotoxické latky”". Navic,
u senzitivnich bunék byl pozorovan posun jejich intracelularniho
pH do zdsadité oblasti poté, co byly transfekovany P-glykoprotei-
nem('""). Tento posun byl sém o sobé (bez pfitomnosti kterého-
koliv z proteinti asociovanych s M D R ) dostacujici ke snizené aku-
mulace i 1é¢iva v bufice pozorované pti MDR('*" U latek
okyselujicich cytoz[glazmu (napf. amilorid) byla popséna schop-
nost zvratit MDR (7).

Fyziologickymi zménami M D R bunék v§ak nebylo mozno spo-
lehlivé objasnit vSechny pfipady M D R a vyzkum se zaméfil na
analyzu proteinti bunék s M D R fenotypem. Bylo posino nékolik
proteint, lokalizovanych af uz ptimo v buné¢nych membrdnach,
cytoplazmé ¢i v jadru butiky, jejichZz nadmérnd exprese je asoci-
ovana s MDR. Prvnim objevenym, nejzndméjsim a dnes zfejmé
klinicky nejvyznamnéjsim je P-glykoprotein (Pgp, P170). Poz-
déji byly na modelech rezistentnich bunéénych linii selektova-
nych na rezistenci vi¢i riznym cytostatikiim identifikovany i dal-
§i proteiny, jejichZ exprese ¢i aktivita je proti vnimavym buiikdm
zménéna. Mezi tyto proteiny patii napt. multidrug resistance pro-
tein (MRP), lung resistance protein (LR P), p izoenzym glutathi-
on-S-transferdzy (GST-m), thymidylat syntetdza, alkyltransferd-
za (DNA reparacni enzym), metalothionein, jaderny enzym
topoizomeréza 11 (Topo I1)(™” a dal3i.

V posledni dobé se mnozi udaje, Ze kromé uvedenych mechanis-
mu se na vzniku nadorové rezistence podili také skupina gend/pro-
teinti kontrolujicich bunéény cyklus, D N A reparaci a apoptozu.
Nejzndméjs$im z nich je protein p53. Tento onkosupresorje tran-
skripénim faktorem jehoZz exprese je aktivovidna poskozenim
DNA. Aktivace p53 kaskady vede nasledné k transkripci p53
dependentnich genti napi: p21"*"", bax, GADD45. Je obecnd
znamou skute¢nosti, Ze mutace v genu pS53 zhorSuji prognézu
nemocného, zvysuji jeho rezistenci k chemoterapii a radia¢nimu
zateni. Predpoklada se, Ze v takto mutovanych burikdch vystave-
nych genotoxickym vliviim nedochdzi k expresi pro-apoptotic-
kého genu bax a soucasn¢ buriky ztrdceji kontrolu nad G1/S pfe-
chodem bunééného cyklu v disledku nizké exprese proteinu
p2 1Y (%) RovnéZ bylo zjisténo, Ze bunéné linie s homo-
zygotni deleci proteinu p21"*" jsou hypersenzitivni k chemote-
rapeutikim in vitro”"”  Z téchto literdrnich udajt vyplyvé, Ze pt¥i-
nejmensim dva Proteiny ze skupiny reguldtorti bunééného cyklu,
tj. p53 ap21"*"', jsou pfimo asociovany se vznikem nédorové
rezistence. Doposud vSak existuje malo informaci o vzdjemném
propojeni téchto dvou proteinti i o zptisobu, kterym se podileji na
vzniku MDR.

X1 ous

V dalsi Casti této prace se budeme vénovat pouze ¢tyfem nejdi-
lezitéjSim proteintim, jejichz nadmérnd exprese je asociovana
sM D Rakterésejevizklinického hlediskajako vyznamné - Pgp,
MRP, LRPaGST-7L

IV. Rodina ABC-transportnich proteinii

Toxické slouceniny jsou soucdsti zivotniho prostiedi organismii.
Z evolu¢niho hlediska bylo dilezité aby si organismy vyvinuly
strategie umoznujici pieziti v takovychto podminkach. Soucasti
téchto mechanismi jsou proteiny plazmatické membrany umoz-
fujici transport toxint z buiiky. Tyto membranové transportni pro-
teiny nachazime na vSech trovnich organismti od bakterii po ¢lo-
véka('™) a obecnd se podili na transportu $irokého spektra latek
(iontd, aminokyselin, cukrli, peptidd a proteinti) pies bunéénou
membranu. Mezi takové transportni proteiny se Sirokou substra-
tovou specifitou a obsahujici ATP-vazebnou kazetu patii tzv.
ABC-transportni proteiny (z angl. ATP-binding cassette). AB C -
transportni proteiny tvoii superrodinu, kterd v souc¢asné dobé zahr-
nuje pies 50 bilkovin vykazujicich rozsahlou sekven¢ni homolo-
gii funkénich domén. Jejich dalsim spole¢nym znakem je
vyuzivani energie fosfitovych vazeb k exportu toxickych latek
z butiky("”. Z hlediska seskupeni aminokyselinovych zbytkil
v ATP-vazebné kazeté, topologie proteini a substritové specifi-
city se nadrodina ABC-transportnich proteint déli do dvou pod-
skupin: Pgp podskupina a M R P podskupina.
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Bilkoviny patfici do Pgp podskupiny maji klicovou tlohu v rezi-
stenci mikroorganismi na neutralné ¢i pozitivné nabité amfifilni
slouCeniny. Nachdzime je v lidskych patogenech napf. Plasmo-
dium falciparum (pfMDRI gen jehoz mutace odpovidd za rezi-
stenci vi¢i antimalarické 16cb€), Entamoeba histolytica (enhPgp),
Leishmania donovani (IdMDR)f Saccharomyces cerevisiae (STE6
exportujici sexualnf feromon)'"”. Pgp podskupina ABC-tran-
sportnich proteinti byla dale identifikovana u bakterii, napi. Strep-
tomyces (DrrAB), Lactococcus lactis (LmrA), Escherichia coli
(a-hemolysin transportni protein HlyB) (***); u hmyzu - Dro-
sophila melanogaster (mdr49, mdr65, mdr50) ("**; u vysgich rost-
lin - Arabidopsis thaliana (atpgpl, ktery byl nalezen ve vSech
zkoumanych Catech rostliny véetné listli, korenti, kvétnich pupe-
ni a kvétu)“”; u nizich Zivodichii - Caenorhabditis elegans
(Celpgp). Z lidskych genti/proteint sem kromé Pgp‘*" patti i gen
pro cystickou fibrozu - CFT R (cystic fibrosis transmembrane con-
ductor regulator)"*”. RovngZ transportni proteiny TAP1 a TAP2
asociované se zpracovanim antigenti molekulami hlavniho histo-
kompatibilniho komplexu 1. t¥idy ajeho prezentacijsou soucasti
Pgp podskupiny nadrodiny A B C transportnich proteina"*”.

Bilkoviny M R P podskupiny umoziuji mikroorganismtim expor-
tovat riizné organické anionty, napf. derivéty karboxyfluorescei-
nu, bis(glutathion) kadmium a jiné glutathion-S konjugaty. K nej-
1épe charakterizovanym proteiniim z této skupiny patii Ycf 1 (yeast
cadmium factor) a Yorl protein v S. cerevisiae, ce MRP1 (Cae-
norhabditis elegans), BCECF (L. lactis)"”” a lidsky MRP(**.

V posledni dobé k nim piibyly i Multispecific Organic Anion Tran-
sporter (MOAT), Epithelial Basolateral Conductance Regulator
(EBCR) - pravdépodobné jde o krali¢i ortolog proteinu MOAT,
sulphonylurea receptor (SUR protein) korg%ujici prichodnost K+
iontového kanélu a uvoliiovani inzulinu(*™).

Kvasinkovy STE6 a savéi Pgp vykazuji 57% homologii v uspo-
fadani aminokyselin, rovnéz maji podobnou sekundarni struktu-
ru a membranovou topologii"'” Tato strukturdlni podobnost mezi
riznymi typy ABC-transportnich proteini miZe vyustit v podob-
nost funkéni. Bylo zjisténo, ze mysi Pgp homolog mdr3 ¢i plas-
modidlni pfMDR mize zastoupit funkci STE6 v kvasinkdch
s mutantnim a tudiz nefunkénim proteinem"*”. Funkéni substi-
tuce ABC-transportnich proteinti neni vdzana pouze na eukaryo-
tické transportni proteiny. Bylo prokdzéano, Ze bakteridlni LmrA
je schopny funkéné zcela zastoupit lidsky Pgp v lidské linii plic-
nich fibroblastd. Navic byl LmrA lokalizovdn do plazmatické
membréany stejné jako Pgp('"”. Na zékladé této pozoruhodné
funkéni shody rznych typti ABC-pfenasecti byla vyslovena
domnénka o velmi podobném mechanismu pisobeni téchto pro-
teinll v prokaryotickych i eukaryotickych burnkach.

Bylo vysloveno nékolik hypotéz o mechanismech, kterymi pro-
bihd transport toxickych latek pies ABC-transportni proteiny sna-
Zici se vysvétlit jejich Sirokou substratovou specifitu. Prvni z nich
je tzv. hypotéza konven¢niho transportu (conventional transport
hypothesis)”. Transport substritu z cytoplazmy buiiky probihd
pies vodni porus s velice pfizplisobivym vazebnym mistem pro
substrat. Druhd hypotéza je oznacovana jako ,,model hydrofob-
niho vakuového &istite,, (vacuum cleaner hypothesis)"*”. Podle
ni maji ABC-pienasece schopnost rozeznat lipofilni slou¢eniny
diky jejich interkalaci do lipidové dvojvrsty plazmatické mem-
brany. Z ni jsou nasledné transponovany mimo buiiku aniz dosah-
nou cytoplazmy. Ttet{ model, tzv. ,flippase hypothesis, (")
pfedpoklada transport toxickych sloucenin z vnitini strany lipi-
dové dvojvrsty plazmatické membrany na vnéjsi (Obr.1). Detail-
n&ji byl studovén bakteridlni ABC-ptenaseé LmrAaLmrP"". Ve
studii bylo pouzito amfifilni membranové proby TMA-DPH (1-
(4-(trimetylamino)fenyl)-6-fenylhexa-1,3,5-trien) a ze zpiisobu
jejiho prostupu membranou byl ucinén zavér, Ze oba sledované
ABC-ptenasece vyluCuji T M A - D P H prébu z vnitini strany lipi-
dové dvojvrstvy. Toto pozorovani tedy podpofilo vyse uvedeny
model hydrofobniho vakuového ¢istice.

V. P-glykoprotein (Pgp)
V roce 1976 demonstrovala Torontskd skupina™’ Ze zkiizena
rezistence je zpisobena snizenou akumulaci 1é¢iva v buiice.
Nésledné bylo pozorovano, Ze tentojev koreluje s vyskytem gly-
koproteinu plazmatické membrdany nazvaného P-glykoprotein,
kde P oznauje zvyienou permeability™, nebof jeho pivodné
ptedpokladanou funkci byla regulace propustnosti buné¢né mem-
brany. Molekulovd hmotnost P-glykoproteinu je 170 kDa. Zvy-

(85)
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Sena exprese P-glykoproteinu byla u nékterych M D R linii v sou-
ladu s amplifikaci genu mdrl kédujiciho Pgp'"*”.

Molekulu Pgp tvoii 1280 aminokyselin®”. Strukturné je Pgp mul-
tifunkéni polypeptid sloZeny ze dvou homolognich polovin z nichz
kazda ma A B C doménu i membranovou doménu. Obé poloviny
jsou oddéleny vysoce nabitym ,,spojovatem,, - oblasti, kterd je na
nékolika mistech fosforylovana protein kindzou C in vitro i in
vivo"”. Viechny transmembranové domény Pgp molekuly vytva-
i obrovsky vodni porus majici v priméru 5 nm. Je tedy ziejmé,
Ze ob& homologni poloviny molekuly musi spolupracovat, aby
vytvofily jednu funkéni transportni bilkovinu (Obr.2, Obr.3). ABC
domény jsou lokalizovany do cytoplazmy burtiky, tedy na vnitini
strané membrany a navzdjem vykazuji 30-40% aminokyselino-
vou homologii. Zhruba stejnd homologie je nachdzena i v ABC
doménach dalSich pfenaSeci patiicich do nadrodiny A B C tran-
sportnich proteind. Studie s fotoaktivnim analogem AT P proka-
zaly, ze P-glykoprotein vaze AT P na maly trypticky fragmen své
AT P vazebné domény'”’". Mutace indukované v tomto umisténi
mély za nasledek ztratu funkce P-glykoproteinu. Rovnéz delece
provedené na C- ¢i N-konci molekuly Pgp mély za nésledek ztra-
tu jeho transportni funkce. Obé koncové oblasti maji tedy kli¢o-
vy vyznam pro spravnou funkci molekuly””. Membranova domé-
na se skldda ze 6 transmembranovych segmentl (a-helixi). Ty
formuji vazebnd mista pro transponovany substrdt a alosterické
regulatory. Nicméné neni jesté ptesné znamo, které aminokyseli-
nové zbytky se pfimo podili na interakci se substratem. Fosfory-
lovany ,,spojova¢,, nenf pottebny pro vlastni aktivni transport(%),
spiSe upravuje schopnost Pgp regulovat heterologni iontové kana-
Molekula P-glykoproteinu je v rimci posttransla¢nich uprav gly-
kosylovéana a fosforylovana. Jediné glykosylaéni misto je lokali-
zovano extraceluldrné na N-poloviné Pgp molekuly (Obr.3)"".

V zévislosti na glykosylaci miize molekulovd hmotnost Pgp koli-
sat v rozmezi 135-180 kDa'*” Neprobéhnuti glykosylace viak
nemd zadny efekt na miru 1ékové rezistence bunéénych linii"'" .
Kromé glykosylace je Pgp v plazmatické membrané rovnéz fos-
forylovan a defosforylovan a to na nékolika mistech véetné Ser
a Thr zbytkd“". Narozdil od glykosylace viak fosforylace modu-
luje aktivitu Pgp a tedy i miru 1ékové rezistence. Bylo demon-
strovano“”, e chemosenzitizani latky zvy$uji miru fosforylace
Pgp u M D R bunék. Na fosforylaci P-glykoproteinu se podili pro-
tein kindza C a cAM P - dependentni protein kindza A‘''* ™"’
Defosforylace probih4 za ptispéni Ser/Thr fosfatdz PPI a 2A'*°\
Horio et al(”) studovali rychlost transportu pfes plazmatickou
membranu. U dobfe propustné membrany byla maximalni rych-
lost transportu 5 pmol pfenasené latky na 1mg véhy vSech mem-
branovych proteinti za 10 minut. Autofi vyhodnotili podil Pg(P
v celkovém zastoupen{ viech membrénovych proteint jako 1 %~
coz by znamenalo, Ze molekula Pgp transponuje jednu molekulu
substratu za 1,9 hodiny. M D R buiiky kultivované s 6mM kon-
centraci kolchicinu (koncentrace jen o malo vyssi, nez jaké se pou-
ziva v l1é¢ebnych protokolech) vsak vykazovaly podstatné nizsi
rychlost transportu - molekula Pgp pienesla molekulu substratu
za 10 hodin. Tato rychlost je 0 mnoho fadti pomalejsi v porovna-
ni s dal$imi transportnimi proteiny a rovnéZ neodpovida relativ-
né rychlému hromadéni 1éCiva v bunice.

Dle struktury P-glykoproteinu a rovnéz s ptihlédnutim k faktu, ze
do skupiny Pgp homolognich proteinti patii C F T R protein, jehoz
nadmérnd exprese koreluje se zvySenym poctem iontovych kand-
1a('™), 1ze usuzovat, ze Pgp mé v buiice dvoji funkci. Jednak coby
ATP-dependentni membrdnovd pumpa odstrariuje toxické latky
z buriky a rovnéz se podili na regulaci iontovych kanald. V epite-
lu tenkého stfeva byla pozorovana zdména exprese CFTR za Pgp
jak buiiky migrovaly pfes hranici krypty-klky(""”. TentyZ jev byl
pozorovan i v epitelu délohy na pocatku téhotenstvi. Zjisténi, ze
nadmérna exprese Pgp je privodnim jevem zvySené aktivity chlo-
ridového kandlu'" nebylo piekvapujici. Ob& funkce P-glykopro-
teinu v bunice vSak prObl’ha_Ll’ nezavisle na sob¢, jak bylo prokadza-
no v mutagennich studiich(’). Na bunééné linii P388 bylo zjisténo,
ze Pgp exprese rovnéz koreluje se zvySenou mirou exocytozy lyzo-
zomalnich enzymd'(').

V ramci evolu¢nich studii byla identifikovdna fada izoforem Pgp,
které jsou kodovany rodinou piibuznych genl. Tyto genové rodi-
ny se oznacuji jako pgp geny u kfecki a krys, mdr geny u lidi
amysi'”". U ¢lovéka byly identifikovany 2 izoformy Pgp (mdrl
a mdr3), které vykazuji 80% homologii na trovni aminokyse-
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1in4265), Oba lidské mdr1 a mdr3 byly lokalizovany na dlouhém
ramsnku T, chromezdmu (ablast a3t adsiichazdiempivagis
navozeni kompletniho MDR fenotypu po transfekci bunééné Linie
expresnim vektorem se zaklonoyanou mdr! cDNA®S), Nicméng
kézaly ugast tohoto genu v navozeni 1ékové rezistence(149), Rov-
néZ my3{ gen mdr2 neni schopen navodit lékovou rezistenci, Lid-
jeden z nich neni nadmémé exprimovan v nepfitomnosti
mdrl/mdrla, mdr1b geni’), mezi obéma geny existuje 95%
podobné, 7 oba geny budou mit ve svych matefskych organis-
mech podobnou funkei. My3i mdr2 proteiny se pfvi‘rozené vysky-
{ispésné provedené nulové mutaci mdr? lokusn™ byly na
mutantnich mySich pozorovény patologické zmeny jater zapfici-
ali; 7 SIedovany proterit s¢ mbize podile hia transporty fostoli-
pidd. Pozorovéni bylo podpofeno zji§t_énim,7ie lidsky mdr3 protein
i a6 vttt epréud e g8ni Y Hoskyen wantcn byto
pouito mdr] cDNA prob nebo Pgp specifickych protilitek. Nej-
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Obr.4 - Schema rozmistén lidskych a my3ich gent pro P-glykoprotein na chromozomech.

vy$3i hladina exprese mdrl P-glykoproteinu byla pozorovéna
v nadledvinkdch, v lumen ledvin, jater a stfeva®”). V mensi mife

1at®®, v placentamich trofoblastech®6 a rovné¥ na nékterych
CD34+ hemopoetickych kmenovych buitkdch. Nejvy$i hladina

rech(76), PCR analyza viak odhalila nizkou expresi mdr3 pro-
duktu rovné% v ledvinéch, slezing, kostni dfeni anadledvinkéch®®Y),

VL Vyskyt MDR asociovanych protein v lidskych nadorech
Jeden z prvnich ditkazi klinické MDR demonstrovany na pri-
cim nadorem prsu & ovaria poskyt opét Ling, ktery pozoroval
sniZenou schopnost téchto bunék akumulovat cytot0x1cka 16¢i-

ffch nadorovyeh buiikach odebrat (Ych od pacmntu (. ket Kificky
projevovali viechny zna.ky MDR2), Od té doby za%al varistat

(.[\ 631).%1 Vinh nAddarh 1 Ltaminh herla aral-dndnn avneacs Doan

140, 37 LIUSKE I4UOTY €XPIUNUJICI E-gLyKUprowin

Nédor Pfidia-| Pashgmo-| Mstoda Létba
Ovarialni + WB MLP, CYC, DOX,
Prani + | ND |[WB |-
Thustého stieva + + NB SFU, MMC
{kﬁf'ﬂ“u U3 I VIR N . . WM AT ‘ACY-D:THIL,
CYC
By, . + |k DNR. VP-16
Sekundérn akutni nelym- | + ND | L DOX, VCR,BUS
foblastické leukémie I
CML - blasticka krize . + If, NB | BUS, VCR,DOX
NHL - + Ic Dox, VCR
Neuroblastom - + NB VCR DOX
Nadledvin + ND |NB 7
MTX, ARA-C
Ledvin + ND |NB -
Legenoa, — T T

+ pozitivni, - negativni, ND nedetekovano, WB western blot, NB nothern
blot, Ic imunocytochermie, If imunofluorescence, ACT-D aktinomycin D,
platina, DNR daunorubicin, DOX adnamycm DTIC dakarbazin, SFU
S-fluorouracil, MLP melfalan, MMC mitomycin C
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Problémem nekterych solidnich nédord je jejich neodpovidavost
na protinddorovou chemoterapii v dusledku primérni 61 ziskané

ba vystfidana progres{ onemocnéni. Pfitom] ]e jak pfi pnmann tak
ziskané rezistenci mnohem castéjl klinicky pozorovina MDR

nikoliv pouze na jednu litku & tfidu litek(102),

Z divodu stanoveni potencidlni dlohy mdrl v predikci odpovédi
nacytostatickou 1é¢bu byla podrobné studovéna jeho exprese v kli-
nické Iékové rezistence vidi cytotoxickym létkam, transportova-
nym Pgp, a zvylenou expresi mdrl mRNA nebo ptimo
bubgpiatisporovatymi elivy & pio pozit chétioséito-
. K detekc1 se pOLlZlVﬂjl mdrl cDNA préby nebo ant1-ng pro-

11441~

pochau SoGoiiRel s spolupracovmkufw) 'NadmiRia exprete
Pgp je astéji nalézéna v jiZ 1é¢enych nddorech. Vyjimkou z toho-

sRRyeR TSR0 Rtrrzsasu i prasaro jsba Mpr ko rter-
tlni karcinom, nidory ledvin, pankreatu, hepatomy ¢i tumory

2l alecede Raddeeh peniipegphatent anghizait
fitelnou hladinu mdr]l mRNA (karcinomy prsu, nemalobuné¢né
nédorvolic. karcinpm, 7a)udku karcinom nrostatv. chronickd mve-

Studie na modelu détskych nadorovych nemoci prokézala silnou
vazby mezi expresi Rep, neonoyidayost] na shemateranii, kratsj

VIRV U VUBVUL UV IVAUVLIVILT (MdVaov 18

2 krat§i délkou dlouhodobého prezivéni (long term surv1va1)(6)
Chana spolupracovnici retrospektivné analyzovali bioptické vzor-

nnunohlstochemlcky a prokézali vysoce vyznamny rozdil v riiz-
nych parametrech pfezivani po 16Cb¢ protokoly, které obsahova-
komem nebo's nedlferencovanym sarkomem tiZ autofi zpsnh Ie
pfitomnost nebo nepfitomnost Pgp nemeéla prediktivni hodnotu
respondefi¢ (26), Prediktivni hodnota exprese ng se viak vyrazné
zvyiila ve vztahuk parametriim dlouhodobého preZiti nebo v ped-
prakticky potvrzup zndmou skutegnost, % Klinicka remise v pod-
staté znamend nasi neschopnost prokézat onemocnéni v ‘Pﬁpadé
Zatimco chemoteraple u ng pozmvmch paaentu pouze reduku-
je nddorovou masu, u ng negativnich nemocnych muZe vést ke
Cenych détskych malignif prognosticky vysoce vyznamna. “Takfo
provedené studie viak nezodpovédély otdzku, zda zhorSend odpo-



vidavost na 1é¢bu u Pgp pozitivnich pacientl je pozorovdna
v disledku specifického uplatnéni Pgp v navozeni klinické rezi-
stence a naslednym Ié¢ebnym selhdnim, nebo zda je Pgp pouze
indikdtor yice maligniho fenotypu a tedy $patnym prognostickym
znakem. Rada studii zahdjend na zacatku 90. let se snazi pro-
zkoumat vyznam Pgp v mnohoCetné 1ékové rezistenci méfenim
jeho mnozstvi pii diagnéze a v relapsu po 16¢bé cytostatiky, kte-
ré se uplatnuji v mechanismech M D R. Studie se provadély na
mnohocetném myelomu(*'*) &i na ovaridlnich a malobunéénych
plicnich karcinomech””. Ve studii na ovaridlnich a malobunéé-
nych plicnich karcinomech byla nalezena vysoce signifikantni
korelace mezi neptitomnosti Pgp m RN A a odpovidavosti nemoc-
ného na chemoterapii. Na druhé stran€ byla pozorovana klinicka
rezistence vici latkam, které nejsou transponovany Pgp, coz svéd-
¢i pro koexistenci nékolika riznych mechanismi odpovidajicich
za lékovou rezistenci v rimci heterogenni nadorové populace.

Nejlepsim modelem pro studium klinického vyznamu Pgp, zejmé-
na jeho vyznamu v navozeni M D R jsou hematologické maligni-
ty a to vzhledem k moznosti snadnych a opakovanych odbéri.
Zvy$ena exprese mdrl byla prokdzana u 19% nemocnych trpicich
ALL,AML("*", neboCM Lyvblastické krizi v inicidlni fizi nemo-
ci au 50% nemocnych v relapsu. Pfitomnost Pgp byla prokaza-
telné Spatnym prognostickym faktorem. Rovnéz byla zjisténa sta-
tisticky vyznamné nizs$i pravdépodobnost dosazeni kompletni
remise v ptitomnosti zvy§ené exprese mdrl‘''>. Za zminku stojf
také studie provedend na leukemickych klonech izolovanych od
22 pacienti s AM L, ve které byla analyzovana chemosenzitivita
nadorovych bunék in vitro testem a soucasné exprese mdrl. Byla
pozorovana asociace mezi rezistenci na daunorubicin a pozitivi-
tou bunék na mdrl, ackoliv 40% vzorkt exprimujicich mdrl bylo
in vitro senzitivnich na daunorubicin. Pirkeret al("’') vySetfova-
li ptitomnost mdrl m RN A s pouzitim slot blot hybridizace u 63
pacientl s Cerstvé diagnostikovanou A M L. Zjistili, Ze kompletni
remise s pouzitim antracyklin obsahujicich 1é¢ebnych protokoli
bylo dosazeno u 53% pacientti pozitivnich na mdrl au 89% paci-
entd, jejichZ myeloblasty byly negativni (P<0,008). Bezptizna-
kové obdobi a délka celkového pfeziti byly rovnéz signifikantné
del$i u mdrl negativni skupiny. Opakované byly pozorovény sig-
nifikantni rozdily v procentech dosazenych kompletnich remisi
mezi skupinami nemocnych s nebo bez zvySené exprese Pgp.

S ponékud mensim zdjmem byla studovdna pfitomnost mdrl

mRNA vlymfoblastechu AL L. V nékolika studiich se popisuje
nizsi prevalence Pgp pozitivnich lymfoblastt. Studie zahrnujici
59 pacientti s de novo ALL (36 déti a 23 dospélych) potvrdila
expresi Pgp jako negativni prognosticky faktor RovnéZ byly
nalezeny signifikantni rozdily mezi skupinou Pgp pozitivnich
a Pgp negativnich dospélych pacientii v navozeni remise (56%
proti 93%), v trvani bezpfiznakového obdobi a v tendenci k navo-
zeni druhé kompletni remise (15% proti 38%) u nemocnych expri-
mujicich Pgp ve vice nez 1% leukemickych bun¢k (38%).

Vyse uvedené studie potvrdily prognosticky vyznam Pgp expre-
se u nemocnych s leukémii avsak neposkytly dikaz o funkénim
vyznamu Pgp v primarni nebo navozené klinické 1¢kové rezistenci.
Je dilezité si uvédomit, Ze rendlni, adrendlni a kolorektdlni kar-
cinomy jsou klinicky rezistentni také viiéi latkdm, které nejsou
transponovany Pgp (bleomycin, antimetabolity, alkylujici latky).
V téchto ptipadech primdrni rezistence se ziejmé uplatiiuji jiné
mechanismy vedouci k MDR. Na druhé strané, Pgp exprese byva
zvySena také u pacientd se sekundarni (navozenou) M D R a fada
z nich je soucasné rezistentni viici cytostatikiim, kterd nejsou pie-
nasena Pgp.

Lze konstatovat, ze vySe zminéné studie potvrzuji pfitomnost Pgp
jak v normadlnich, tak v nddorové transformovanych lidskych tka-
nich a ukazuji, Ze s pozitim molekuldrné biologickych postupt
miZe byt tato exprese v klinickych vzorcich uspé$né monitoro-
vana. Pii souCasném stavu nasich védomosti o vyznamu Pgp
v M DR lze konstatovat, Ze jeho exprese signalizuje pouhou pii-
tomnost fady mechanismti 1ékové rezistence. K potvrzeni asoci-
ace mezi primarni nebo sekundarni 1ékovou rezistenci a pfitom-
nosti Pgp bude nezbytné provést analyzu vazby mezi mnozstvim
Pgp v nddoru a odpovédi nemocného na specifickd cytostatika
v prospektivni studii s pribéznym stanovovanim kvantity Pgp
ujednotlivych pacientl pied 1é¢bou a po 16¢bé.
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